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Background/Aims: Deoxycholic acid (DCA) has been appeared to be an endogenous colon tumor promoter. In
this study, we investigated whether DCA induces nuclear factor-kappa B (NF-κB) activation and IL-8 expression,
and tauroursodeoxycholic acid (TUDC) inhibits this signaling in HT-29 cells. Methods: After DCA treatments,
time courses of NF-κB binding activity were determined by electrophoretic mobility shift assay (EMSA). Also,
we performed Western blotting of IκBα to confirm NF-κB activation. Time and concentration courses of
DCA-induced secretion of IL-8 were measured with ELISA in supernatants of cultured media from the cells. To
evaluate the role of NF-κB, IL-8 levels were assessed after pretreatment with using phosphorothioate-modified
anti-sense oligonucleotides (ODN). Moreover, DCA-induced secretions of IL-8 were measured after pretreatment
with TUDC. Results: DCA dose-dependently induced prominent NF-κB binding complexes from 30 min to 8 hr
and degradation of IκBα. The secretions of IL-8 were increased with DCA (50~200 µM) treatment in a time and
dose-dependent manner. Pre-incubation of the cells with TUDC (0.1~10 µM) for 2 hours caused significant
decreases in DCA induced IL-8 secretion. However, transient transfection using p50 or p65 AS-ODN showed no
effect on IL-8 secretion. Conclusions: DCA may play as a colonic tumor promoter through anti-apoptotic effect
of NF-κB activation and IL-8 expression, and DCA-induced NF-κB independent IL-8 expression is inhibited by
TUDC. (Korean J Gastroenterol 2004;43:176-185)
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이동기 외 6인. 데옥시콜릭산에 의한 HT-29 대장상피세포의 신호전달
구에 따르면 고지방식이 후 증가하는 대변내 담즙산은 대
장암의 위험도를 증가시킨다.1 고지방식이를 하는 서양인에
서 동양인보다 대변내 담즙산 농도가 증가하고 대장암 발
생률이 높다2는 사실과 대장암의 전구 병변인 선종이 있는
환자에서 대변내 담즙산의 농도가 정상인에 비해 높다3는
연구 결과는 이를 뒷받침한다.
고지방식이는 지방의 소화와 흡수에 필요한 담즙산의 간
내 생성과 장으로의 분비를 증가시켜 대변 내에 담즙산의
농도를 증가시킨다. 장관 내로 분비된 담즙산은 장내 세균
에 의하여 데옥시콜릭산(DCA; deoxycholic acid)이 주성분
인 2차 담즙산으로 대사되며4 이는 대장 상피세포에 강한
독성을 나타내 대장 상피세포의 세포자멸사를 촉진하고 이
차적 변화로 세포증식을 촉진한다.5 따라서 DCA에 의한 대
장 상피세포의 증식과정에서 유전적 손상과 발암물질에 대
한 감수성이 높아짐으로써 암 발생이 증가한다.6 최근 연구
에 의하면 대장암의 발생은 이러한 세포고사에 저항성을
가진 세포들의 선별증식과 연관된다.7 또한 동물모델에서
DCA는 직접적인 암 발생물질이라기보다는 발암물질에 의
한 대장종양 발생을 촉진시키는 종양 촉진인자로 작용한
다.8 하지만 DCA와 같은 소수성 이차 담즙산이 대장암의
종양형성을 촉진하는 기전과 이를 매개하는 신호전달 경로
는 정확히 알려져 있지 않다.
Nuclear factor-kappa B (NF-κB)는 면역과 염증반응을
조절하는 전사조절인자로서 세포증식이나 변형과 관련되는
세포신호를 전달한다. 대장암 세포주에서 NF-κB가 활성화
되면 세포자멸사를 억제하여 항암제에 대한 저항성을 높인
다는 사실9,10과 대장 선종이나 대장암 조직에서 NF-κB의
활성도가 증가한다는 연구 결과11,12는 NF-κB의 활성화가
대장 종양의 생존 신호전달 경로를 활성화시켜 대장암의
발생에 관여함을 시사한다. 또한 대표적인 친염증성 싸이
토카인으로 잘 알려진 Interleukin-8 (IL-8)은 최근 다양한
고형암의 전이과정에서 발현이 증가하며 혈관형성을 촉진
시키는 혈관촉진전구인자로 밝혀지고 있다.13,14 대장암 세
포주에서 IL-8과 IL-8수용체가 과발현되면 혈관형성이 증
가하며 암의 전이와 강한 상관관계를 보이고13 간 전이를
동반하는 대장암 환자에서 간 전이가 없는 환자에 비하여
혈청 내 IL-8의 농도가 높다는 사실14 은 대장암의 전이에
IL-8이 중요한 역할을 함을 의미한다.
따라서 본 연구는 HT-29 대장암 세포주를 이용하여 데
옥시콜릭산 투여 후 NF-κB의 활성화 여부와 IL-8 발현의
변화를 알아보고 IL-8의 발현이 전사조절인자인 NF-κB에
의하여 조절되는 지를 알아보고자 하였다. 또한 대장암의
화학예방약물로 잘 알려진 타우로우르소데옥시콜릭산
(TUDC; tauroursodeoxycholic acid)을 전처리 한 후 IL-8 발
현의 억제 여부를 평가하여 데옥시콜릭산에 의한 세포신호
전달을 차단하는 지를 동시에 알아보고자 하였다.
재료 및 방법
1. 세포주, 시약 및 항체의 구입
인체에서 기원한 대장암 세포주인 HT-29 세포주를 한국
세포주은행(서울, 대한민국)으로부터 분양받아 10% 우태아
혈청(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA)과 항생제(페니
실린 100 U/mL와 스트렙토마이신 100 µg/mL)가 함유된
RPMI-1640 배지(pH 7.4, Sigma, St. Louis, MO. USA)에서
배양하였다. 세포 배양은 37℃, 5% 이산화탄소 농도의
배양 조건을 유지하였다. 본 연구에서 사용하는 담즙산인
DCA와 타우로우루소데옥시콜릭산(TUDC; tauroursode-
oxycholic acid)은 Sigma사(St. Louis, MO, USA)로부터 구
입하였고 T4 polynucleotide는 Gibco (Grand island, NY,
USA)에서 구입하였다. IκBα 항체, NF-κB p65-항체, NF-
κB p50-항체는 Santa Cruz사(CA, USA), NF-κB oligo-
nucleotide는 Promega (Madison, WI, USA), [32P] dATP,
Poly (dI-dC)는 Amersham (Piscataway, NJ, USA)에서 구입
하였다. Quick spin column은 Beringer-mannheim (Indianapolis,
IN, USA), IL-8 항체는 R&D (Minneapolis, MN, USA)제품
을 구입하였다.
2. 약물의 처리
HT-29 세포주는 10 cm petri dish에서 배양한 후 1%의
trypsin으로 떼어낸 후 1,500 rpm으로 5분간 원심분리를 하
였다. 원심분리한 HT-29 세포를 24-well dish에 재분주(3~5
×105개/mL)하여 10% 열 불활성화 우태아 혈청이 포함된
RPMI-1640 배지에서 24시간 배양한 후 3회 배지를 갈아
혈청을 제거하였다. 데옥시콜릭산은 최종 농도의 1/50로
RPMI-1640 배지에 희석하여 준비한 후에 10 µL씩 24-well
에 첨가하여 주었다. 데옥시콜릭산은 DMSO에 0.1 M로 녹
인 후 20℃에 두고 실험 때마다 사용하였다.
3. DCA처리 후 세포의 생존율과 증식능의 측정
담즙산 자극 전후 HT-29 세포주와 Caco-2 세포주에서 세
포의 생존능은 MTT [3.(4,5-dimethylthiazol-2yl)2,5-diphenyl
tetrazolium bromide] assay와 thymidine incorporation assay를
통하여 정량적으로 측정하였다. 배양된 세포를 수거하여
tryphan blue를 처리한 뒤 용적당 세포 수를 계산하여 96
well-plate에 1×104/mL 세포를 분주하여 70~80% 융합 상
태의 단층세포가 되도록 24시간 배양하였다. DCA를 세포
배양액에 용해시켜 혈청이 없는 배지에 희석하여 2 µL의
pore size에 여과시키고 각각의 농도로 96 well-plate에 첨가
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하였다. 시간에 따라 대조군과 DCA 처리한 well의 세포배
양액을 버리고 20 µL의 MTT를 96 well-plate에 첨가하고
37℃에서 5~6시간 배양 후에 20% sodium dodecyl sulfate
(SDS)와 50% N,N-dimethyl-formamide가 함유된 75 µL의
lysate buffering solutin을 각 well에 첨가하여 37℃에서
overnight하였다. 2~3시간 동안 96 well-plate를 잘 혼합하
여 570 nm 파장에서 발광도를 ELISA 판독기(Molecular
Devices, Menlo Park, CA)로 정량적으로 측정하였다.
Thymidine incorporation assay는 96 well-plate에 각 조건에
맞게 well당 1 µCi의 [3H]-thymidine (Life science, Boston,
MA, USA)을 넣은 뒤 37℃, 10% 이산화탄소 배양기에서
1~2시간 배양한 후 세포 수집기(Harvester)를 이용하여 각
샘플을 여과지에 부착시키고 여과지를 cocktail solution
(Beckman, San Francisco, CA, USA)과 섞은 후에 liquid
scintilation counter (Beckman)을 이용하여 측정하였다.
4. DCA자극 후 IκBα의 Western Blot
HT-29 세포주에 데옥시콜릭산을 농도별(0~400 M)과 시
간별로 투여한 후 PBS용액으로 세 번 씻어 용해 buffer액
{150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.1% sodium dodecyl-sulfate,
50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mg/mL lupeptein, 2 mg/mL
aprotinin, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)} 500
µL에 처리하였다. 플라스틱 scraper로 세포를 모아 얼음 위
에서 30분간 배양한 후 4℃ 14,000 rpm에서 15분간 원심분
리를 하였다. 원심분리 후 상층액에서 Bradford 방법15을 이
용하여 단백질을 정량하였다. 추출된 단백질(100 µg)은
15% SDS-polyacrylamide 겔에 전기영동한 후, 겔을 nitro-
cellulose membrane (BIO-RAD, 0.2 µm pore size)에
blotting하였다. 막에 IκBα 항체(Santa Cruz)와 이차 항체
(Santa Cruz)로 합성시킨 후, enhanced chemical lumine-
scence (ECL; Amersham, Piscataway) 방법을 이용하여 X-
ray 필름에 membrane을 노출시켜 band를 얻었다. 동량의
단백이 부하되었는지는 α-tubulin 항체(Sigma)를 통하여 비
교하였다.
5. 핵단백의 추출과 electrophoretic mobility shift
assay (EMSA)
HT-29 세포에서의 핵단백질 추출은 Schreiber 등16의 방
법을 이용하였다. 각각의 조건으로 처리한 세포들은 4℃
14,000 rpm에서 15분간 원심분리하여 수집하였다. 400 L의
buffer A (10 mM HEPES; pH 7.9, 10 mM KCl, 0.1 mM
EGTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 1 mM aprotinin, 14
mM leupeptin, 1 mM pepstatin, 80 µg benzamidine/mL)를
첨가하고 얼음 위에서 30분 경과 후 Noniodet P-40 (최종
농도 0.1%)을 처리하여 10초간 잘 섞어 주었다. 혼합물은
4℃ 14,000 rpm에서 10분간 원심분리를 한 뒤 상층액은 버
리고 남아 있는 침전물에 20 µL의 buffer C (20 mM HEPES;
pH 7.9, 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM
DTT, 1 mM PMSF 1 mM aprotinin, 14 mM leupeptin, 1
mM pepstatin, 80 g benzamidine/mL)을 첨가한 후, 10초간
강하게 혼합한 뒤 4℃ 14,000 rpm에서 10분간 원심분리를
하였다. 1.5 mL 튜브에 상층액을 옮겨 담은 후 단백질 정량
은 Bradford15 방법으로 측정하였다.
NF-κB 결합 부위의 염기서열을 가진 oligonucleotide
(ODN) {5’-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG-3’
(Promega Corp., WI, USA)}을 T4 polynucleotide kinase
(GIBCO, NY, USA)를 이용하여 동위원소 표지자인 [32P]
dATP (Amersham, Piscataway, NJ, USA)로 표지하였다.
Bio-Rad사의 정제 컬럼(Quick spin column; Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA)을 이용하여 결합되지 않
은 [32P] dATP를 정제한 뒤 말단에 [32P] dATP가 표지된 프
루브를 버퍼에 수집하였다. 32P-dATP가 표지된 프루브를
만들어 추출된 핵단백질(5 µg)을 0.02 µg/L poly (dI-dC)
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, USA), 20 mM HEPES
(pH 7.9), 4 mM MgCl2, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM
dithiothreitol과 4% glycerol이 포함된 5 µL의 용액에서 섞
은 후 실온에서 20~30분간 배양하여 6% polyacrylamide gel
과 0.25X Tris-borate EDTA (TBE) buffer에서 30 mV로
3~4시간 전기영동을 하였다.
전기영동 후에는 젤을 80℃에서 건조시켜 암실 -70℃ 조
건에서 6~18시간 동안 방사선 필름에 노출시켰다. NF-κB
의 구성을 확인하기 위해 두 종류의 Rel 단백인 p50과 p65
에 대한 래비트의 항체(Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, CA, USA)를 이용하여 핵 추출물로부터
supershift assay를 시행하였다. 이를 위하여 항p50 또는 항
p65 항체 2.5 µg을 30분간의 배양과 동시에 DNA 프루브와
함께 첨가하였다. DCA (200 µM)로 자극 30분 후 양성 대
조군 세포주와 더불어 NF-κB의 억제 목적으로 PDTC
(pyrollidine dithiocarbamate)를 전처리한 후 HT-29 세포주
에서 NF-κB의 활성도를 측정하였다.
6. IL-8 단백의 정량적 측정
HT-29 세포주가 50~60%의 subconfluency를 유지한 상태
에서 DCA 자극 24시간 전에 배지를 교환하며 실험 전에
70% confluency 이상의 단층세포군을 형성한 상태에서
DCA를 농도별(1~200 µM), 시간별 처리 후에 세포 상층액
에서 ELISA를 이용하여 IL-8의 농도를 측정하였다. 96
well polystyrene plate에 mouse anti-human IL-8 monoclonal
antibody (R&D System, Minneapolis, MN, USA) 4 µg/mL
로 희석된 것을 100 µL씩 넣고 실온에서 16시간 가량 반응
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시켰다. PBS용액(0.05% tween-20, pH 7.4)으로 3회 세척 후
1% BSA (PBS) 300 µL씩을 넣고 실온에서 한 시간 반응시
킨 후 standard (31.25~2,000 pg/mL)와 각 조건별 상층액 표
본을 100 µL씩 넣고 실온에서 2시간 반응시켰다. HRP-
steptavidin conjugate (Zymed, San Francisco, CA, USA)를
1：2,000으로 PBS에 희석하여 각 well에 100 µL씩 놓고 30
분간 반응시킨 후 PBS용액으로 세척하고 ABTS substrate
kit (Zymed)를 사용하여 발색하여 405 nm에서 흡광도를 측
정하였다. 결과의 분석 및 표준곡선은 Softmax 프로그램
(Molecular devices, Garden Grove, CA, USA)을 이용하였
다. 또한 DCA 매개 IL-8 발현의 활성화에 미치는 NF-κB
의 역할을 알아보기 위하여 p-50 센스와 안티센스로 트랜
스펙션시킨 HT-29 세포주에서 DCA (200 µM)로 자극하여
24시간 후 IL-8의 농도를 측정하였다. 또한 TUDC를 농도
별로 2시간 전처리한 세포주에서 DCA (200 µM)로 24시간
자극 후 IL-8의 농도를 측정하였다.
7. ODN의 준비와 cationic liposome을 이용한 ODN
의 트랜스펙션
단일 쇄의 ODN은 GIBCO (GIBCO BRL)사에 주문하여
제작하였다. ODN은 세포내 핵분해 효소(nuclease)에 의한
분해를 줄이기 위해 phosphorothioate로 변형시켰으며 AS
(antisense)-ODN 또는 S(sense)-ODN은 NF-κB의 subunit인
p-50 mRNA의 ATG 시발 코돈(start codon)에 대한 상보적
인 서열로 p50 AS-ODN의 염기서열은 5'-GGA TCA TCT
TCT GCC ATT CTG-3'이고 p50 S-ODN의 염기서열은
5-CAG AAT GGC AGA AGA TGA TCC-3'이었다.
AS-ODN과 S-ODN의 트랜스펙션은 cationic liposome인
DOTAP [N-{1-(2,3-Dioleoyloxy) propyl}-N,N,N trimethyl
ammonium methylsulfate] (Boehringer-Mannheim, Mannheim,
Germany) 방법을 이용하였다. 1 mg/mL 농도의 DOTAP 24
µL, 25 µM 농도의 ODN 32 µL, 그리고 HEPES buffered
saline (pH 7.4, 20 mM HEPES, 150 mM HCl) 56 µL를 혼
합하여 DOTAP과 ODN의 최종 농도가 각각 15 µL/mL, 0.5
µM이 되도록 하며 37℃에서 15분간 처리하였다. 최종 혼합
물을 6-well plate내 우태아 혈청과 항생제가 함유된 배지에
2×105/mL씩 분주된 AGS 세포주에 직접 첨가하여 56시간
배양하고 이후 80% 전후의 confluency를 확인하였다. 트립
신을 이용하여 세포주를 부유시켜 수거한 뒤 24-well plate
에 6×105/mL 농도로 다시 분주하여 ODN의 최종 농도가
0.5 µM이 되도록 세포에 첨가한 후 16시간 동안 배양하며
70~80%의 confluency를 확인하였다. 이후 항생제 없는 우
태아 혈청 첨가 배지로 교환하여 각각 AS-ODN과 S-ODN
으로 처리한 세포주에 DCA로 자극 후 NF-κB의 활성도와
IL-8의 발현을 분석하였다.
결 과
1. 데옥시콜릭산 투여 후 HT-29 세포의 생존능 변화
데옥시콜릭산 처리 24시간 후 세포의 생존능은 농도 증
가에 따른 차이가 있어 저농도인 50~100 µM에서는 생존능
이 증가하였으나 200 µM 이상에서는 50% 이하로 감소하
였고 400 µM 이상에서는 세포가 거의 생존하지 못하였다
(Fig. 1A). 시간별로는 150~200 µM의 데옥시콜릭산 처리
후 18시간부터 생존능이 감소하여 72시간까지 지속되었다
(Fig. 1B). 또한 thymidine incoporation을 이용한 세포의 증
식능은 고농도의 데옥시콜릭산 투여 8시간 후부터 감소하
여 24시간 경과 후에는 현저히 감소하였다(Fig. 1C).
2. 데옥시콜릭산 투여 후 IκBα 단백 발현의 변화
NF-κB와 결합하여 활성도를 조절하는 핵심 단백인 IκBα
의 발현을 데옥시콜릭산 투여 후 Western blotting으로 확인
하였다. 데옥시콜릭산 투여 1시간 후 IκBα의 발현은 데옥
시콜릭산의 농도가 200 µM 이상 높아짐에 따라 감소하였
으며(Fig. 2A) 또한 200 µM 투여 후 60분 경과 후부터 IκB
α의 단백 발현은 감소함(Fig. 2B)을 확인하여 간접적으로
데옥시콜릭산의 투여 농도와 시간별로 NF-κB의 활성도가
증가함을 알 수 있었다.
3. 데옥시콜릭산 투여 후 NF-κB의 활성도 변화
데옥시콜릭산 투여 2시간 후 EMSA를 통한 NF-κB의 결
합 활성도는 300 µM 투여 후부터 강하게 증가하였으며
(Fig. 3A) 시간별로는 30분 후부터 증가하여 8시간까지
NF-κB의 결합 활성도 증가가 지속되었다(Fig. 3B).
4. 항산화제 전처리 후 데옥시콜릭산 유도 NF-κB의 활
성도 변화
여러 세포주에서 다양한 자극에 의한 NF-κB의 활성도를
억제하는 항산화제로 잘 알려진 PDTC (pyrrolidine dithio-
carbamate)와 rebamipide를 전처리한 후 NF-κB의 활성도
변화를 측정함으로써 데옥시콜릭산 유도에 의한 NF-κB의
활성화가 항산화제에 의하여 억제되는지를 알아보았다. 데
옥시콜릭산 투여 2시간 전에 위 두 약제를 농도별로 전처리
한 결과, 두 약제 모두 데옥시콜릭산에 의한 NF-κB의 활성
화를 억제하지 못하여 이 과정이 항산화제에 의하여 매개되
지는 않음을 알 수 있었다(Fig. 4A). 또한 데옥시콜릭산에 의
하여 활성화된 NF-κB 밴드의 구성을 확인하기 위해 각각
p50 항체와 p65 항체를 이용하여 supershift assay를 시행한
결과 주로 활성화되는 NF-κB complex는 p50/p50 homodimer
와 p65/50 heterodimer임을 알 수 있었다(Fig. 4B).
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Fig. 1. Effect of DCA on HT-29 cell viability and proliferation.
(A) After 24-hour DCA treatment, HT-29 cells viability using MTT
assay was decreased dose-dependently. (B) Treatment of DCA
resulted in time-dependent suppression of HT-29 cell survival. (C)
Thymidine incorporation assay showed that DCA induced a
significant decrease of cell proliferation in a time-dependent
manner.
Fig. 2. Concentration and time courses of DCA-induced IκBα
expression in HT-29 cells. (A) Cellular extracts from cells
stimulated with DCA for 30 min showed a dose-dependent
degradation of IκBα compared with unstimulated cells. (B) IκB
α expression was significantly down-regulated 60 minutes after
DCA treatment (200 µM). IκBα expression was assessed by
Western blotting.
Fig. 3. Changes of NF--κB binding activity after DCA stimulation.
(A) Stimulation with DCA for 60 min showed significant activation
of NF-κB binding activity with the increment of DCA con-
centrations. (B) NF-κB binding activity began to rise after 30 min
of DCA stimulation, and persisted to 8 hours.
5. 데옥시콜릭산 자극 후 IL-8 단백 발현의 변화
담즙산에 의한 IL-8 유전자의 발현은 세포고사를 일으키
는 강력한 인자로 알려져 있으며, NF-κB는 IL-8의
promoter에 결합을 함으로써 그 기능을 조절한다. 본 연구
결과 DCA의 처리 후 IL-8의 발현이 농도 및 시간 의존적
으로 증가하였다. DCA 처리 8시간 후에 농도 증가(100-500
µM)에 따라 IL-8의 발현이 증가하였으며(Fig. 5A) 200 µM
의 동일 농도에서 시간 경과에 따라 IL-8의 발현이 증가하
였으며 48시간까지 지속되었다(Fig. 5B).
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6. p50과 p65 subunit에 대한 AS-ODN처리 후 데옥시콜릭
산 자극에 따른 IL-8의 발현
데옥시콜릭산 매개 IL-8의 활성화에 미치는 NF-κB의
역할을 알아 보기 위하여 NF-κB의 subunit에 대한 antisense
와 sense ODN을 트랜스펙션한 세포주에서 DCA (150 µM)
로 24시간 자극한 후의 IL-8을 측정하였다. p65 subunit에
대한 AS-ODN으로 처리한 세포주에서 DCA 자극 24시간
후 IL-8의 농도는 S-ODN으로 처리한 세포주에 비하여 차
이가 없었으며 p50 subunit에 대한 AS-ODN으로 처리한 세
포주에서는 S-ODN으로 처리한 세포주에 비하여 IL-8의 농
도가 감소하는 경향을 보였으나 통계적인 차이는 없었다
(Fig. 6).
Fig. 5. Concentration and time courses of IL-8 expression in DCA treated HT-29 cells. (A) After 8-hour stimulation with different
concentrations of DCA, IL-8 expression was increased in a dose-dependent manner. (B) Stimulation with DCA significantly enhanced IL-8
production in a time-dependent manner also. A statistically significant increase in IL-8 production was evident 8 hour after treatment with
high concentration of DCA. Cells were treated in triplicate with or without DCA. Statistical analysis was performed by a two-way analysis
of variance and two-tailed Dunnett's test (P<0.05).
Fig. 4. Effect of NF--κB inhibitors on DCA-induced NF-κB activation and supershift assay using p50/p65 antibody after DCA stimulation.
(A) Cells were pretreated with rebamipide or PDTC for 2 hours and nuclear extracts were prepared after 60 min of DCA stimulation. Neither
rebamipide nor PDTC decreased NF-κB complex formation. (B) Supershift studies were performed using antibodies directed against two Rel
proteins (p50, p65) to determine the Rel protein composition of DCA-induced NF-κB dimers in nuclear extracts of HT-29 cells treated with
DCA (400 µM) for 60 min. As shown in lane 2 and 3, the upper activated NF-κB band undergoes a partial supershift with anti-p65 and
a nearly complete supershift with anti-p50. Therefore, DCA induced a nuclear translocation of two activated NF-κB dimers: the classic
p50/p65 NF-κB heterodimer and a p50/p50 homodimer.
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Fig. 7. Effects of TUDC pretreatments on DCA induced IL-8
production. Cells were pretreated with or without TUDC (0.1~10
µM) for 2 hours. TUDC 0.5 µM or more significantly inhibited
IL-8 production (p<0.05), however, 0.1 µM showed no significant
inhibition of IL-8 secretion.
7. 타우로우르소데옥시콜릭산 전처리 후 데옥시콜릭산
매개 IL-8 발현의 변화
DCA 처리 후 IL-8의 발현 증가에 미치는 타우로데옥시
콜릭산(TUDC)의 영향을 알아보고자 0.1~10 µM의 TUDC
를 2시간 전처리한 후 IL-8의 농도를 측정하였다. 0.5 µM
이상의 TUDC는 IL-8의 발현을 통계적으로 의미 있게 억제
하였다(P<0.05, Fig. 7).
고 찰
대장암은 국내에서 최근 발생률이 급격히 증가하여 네
번째로 흔한 암이 되었다. 대장암 중에서 특정 유전자가 암
화 과정에 관여하는 가족성 또는 유전성 종양을 제외한 산
발성 대장암(sporadic cancer)은 전체 대장암의 70% 이상을
차지하며 유전자 이상과 더불어 산발성 대장암 발생에는
환경 인자가 주된 역할을 할 것으로 생각된다. 특히 식생활
의 서구화에 따른 고지방식이는 대장암 발생의 주요 환경 위
험 인자로 가장 잘 알려져 있으며 국내에서의 대장암 발생
증가와 밀접한 관련이 있다.1-3,17,18 고지방식이는 대장 내의
세균 효소인 7α-dehydroxylase를 통해 탈포합 과정으로 형성
되는 DCA의 농도를 증가시켜 대장종양 발생을 촉진한다.8
대장암화 과정에서 대장상피세포의 고사나 증식과 관련
된 DCA의 하부 신호전달 경로를 규명하려는 많은 연구가
진행되어 왔다. 본 연구에서와 같이 저농도의 DCA는 대장
상피세포의 증식을 직접적으로 자극하고, 대장종양세포의
증식을 유도하는 반면,19,20 고농도 (100 µM 이상)에서는 세
포고사를 촉진한다.21 DCA에 의한 세포고사 기전으로는
caspase,22 protein kinase C (PKC)의 활성화,23 전사 인자
factor activation protein-1 (AP-1)의 발현, ERK등 MAP
kinase의 조절10이 관여하는 것으로 알려져 있으나 명확한
대장종양의 촉진 기전에 관하여는 밝혀진 바가 없다.
본 연구에서 DCA에 의한 대장 상피세포주의 신호전달
경로로 확인하고자 하는 NF-κB는 p50 (NF-κB1), p52, p65
(Rel A), c-Rel 또는 Rel-B 등의 이합체 조합으로 구성되는
전사 조절 단백이다. NF-κB는 다양한 자극에 의하여 세포
질 내에서 활성화되어 세포외 자극을 핵 내로 전달하며 세
포주의 종류와 자극 물질에 따라 세포의 생존 또는 사멸에
특이적으로 관여하여 면역반응이나 염증반응을 조절한다.24
휴지기 상태에서의 NF-κB는 IκB와 비공유결합 상태로 있
Fig. 6. Effects of NF-κB inhibitions using AS-ODN for p50 or p65 on DCA induced IL-8 production. Although HT-29 cells transfected
with p-50 AS-ODN and stimulated with DCA showed a trend toward inhibition of IL-8 production compared with cells transfected with
S-ODN, no significant differences were found between p50 or p65 AS-ODN and S-ODN.
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다가 외부 자극이 있으면 IκB 단백의 두 군데 serine 잔기
가 인산화되어 분리됨으로써 NF-κB가 떨어져서 핵 내로
들어가 목표 유전자의 DNA 목표 부위에 결합하여 여러 목
표 유전자 기능을 조절한다.25 NF-κB의 내인성 억제제로
알려진 IκB는 IκBα, IκBβ, IκBε, p105, p100 등이 있으
며, 본 실험에서 발현 정도를 알아본 IκBα는 IκB 중 가장
잘 규명되어 있는 NF-κB의 활성화 조절 인자이다.25 본 실
험에서 알아보고자 한 NF-κB의 활성도 변화는 최근 담즙
산으로 인한 세포고사 과정에서의 기능이 일부 밝혀지고
있다. 특히 대장암 발생의 억제 효과가 알려진 butyrate는
대장암 세포고사를 억제하는 NF-κB의 활성을 감소시켜
TNF-α 매개 세포고사를 촉진시켜26 대장암화 과정에서
NF-κB의 활성도 증가는 항고사 기전과 관련이 있음을 알
수 있다. 실제 NF-κB는 대장암 조직과 대장선종의 기질에
서 발현이 증가하며 NF-κB의 억제제는 항암제의 항암 효
과를 증강시킨다는 연구 결과는 이러한 사실을 뒷받침한
다.11,12 또한 본 실험에서 알아보고자 한 IL-8은 최근 in
vitro와 in vivo에서 혈관내피세포의 증식을 유도하는 잠재
적인 혈관생성 인자로 보고되어27 다양한 인체 암 세포주나
고형암에서28,29 혈관생성과 전이를 촉진한다. 이러한 IL-8의
유전자 발현에는 NF-κB나 AP-1 등의 전사 활성화 인자가
핵심적인 역할을 하며 NF-κB의 결합 부위는 IL-8 유전자
의 전구체 부위에 존재하여 염증의 조절과 관련된 세포고
사를 유도하는 데 관여한다.30 특히 대장암의 전이와 관련
된 IL-8 발현의 변화에 관련된 연구 결과13,28를 근거로 본
연구에서는 대장암화 과정에서 DCA의 종양 촉진 기전에
NF-κB와 IL-8이 대장상피세포의 신호전달 경로로서 작용
하는지 규명하고자 하였다.
본 연구 결과 DCA의 농도 및 자극 후 시간이 경과함에
따라 NF-κB와 결합하는 IκBα의 발현이 감소되어 200 µM
이상이고 1시간 경과 후부터 IκBα의 파괴가 증가함을 알
수 있었다. 동시에 EMSA 실험 결과 NF-κB의 활성화는 30
분 후부터 증가하기 시작하여 8시간이 경과할 때까지 활성
도가 증가하였다. 특히 NF-κB의 여러 이합체 중에서 p50/
p50 homo-dimer와 p50/p65 hetero-dimer가 활성화됨을 알수
있었다. 따라서 DCA는세포질내에서 IκBα의 degradation을
촉진시키고 이차적으로 NF-κB를 활성화시키며 NF-κB의
여러 이합체 중에서도 p50/p50 homo-dimer와 p50/p65
hetero-dimer를 활성화시킴을 알 수 있었다. 따라서 이전 연
구에서 대장암 세포에서 NF-κB의 활성화는 세포고사에 저
항성을 나타냄31을 의미하므로 본 실험 결과는 DCA는 자극
초기에 IκBα의 degradation과 NF-κB의 활성화를 통하여 세
포고사에 저항을 유도함을 알 수 있었다. 또한 본 연구에서
hydroxyl radical의 소거체(scavenger)이면서 oxygen radical의
생성을 억제하는 것으로 알려진 rebamipide32와 산소자유기
소거체로서 hydrogen peroxide에 의해 활성화된 NF-κB의
활성화를 억제하는 약물인 PDTC33를 전처치하여 NF-κB
활성화의 억제 여부를 알아봄으로써 상위 단계 과정에 산
소반응기의 역할을 보고자 하였다. 실험 결과, DCA에 의해
서 활성화된 NF-κB는 위 두 물질의 전처치로 억제되지 않
아 DCA에 의한 NF-κB의 활성화는 상위 경로에 반응성 산
소가 관여하지 않음을 간접적으로 알 수 있었다.
본 연구 결과 DCA에 의한 IL-8의 발현은 농도 및 시간
의존적으로 증가하여 48시간까지 지속되었다. 따라서 DCA
는 대장암의 혈관형성이나 전이에 있어 중요한 역할을 하
는 IL-8의 발현 증가를 통하여 종양 형성을 촉진시킬 수 있
다는 사실을 알 수 있었다. 또한 DCA 매개 IL-8의 활성화
에 미치는 NF-κB의 역할을 알아보기 위하여 각각 p65 및
p50 subunit에 대한 AS-ODN으로 처리한 세포주에서 DCA
자극 24시간 후 IL-8의 농도는 S-ODN로 처리한 세포주에
비하여 차이가 없어 NF-κB의 활성화는 DCA매개 IL-8 발
현의 상위 조절에는 관여하지 않음을 알 수 있었다. 한편
UDCA (Ursodeoxycholic acid)는 대장용종 발생 동물모델에
서 용종 발생을 억제하여 종양 억제 물질로 알려져 있고
TUDC (tauroursodeoxycholic acid)는 세포 실험을 통하여
G1 phase에서 세포 주기의 진행을 억제하여 종양 세포의
증식을 억제한다. 최근에 UDCA는 대장암 동물모델에서
ras 돌연변이와 cox-2 발현을 억제함으로써 대장암의 발생
을 억제하는 것이 알려졌으며,34 대장용종 발생 쥐모델
(APCmin mouse)에서 UDCA는 비스테로이드성 항염증 약물
인 sulindac과 병용 투여시 용량 의존적인 대장용종 억제
효과를 보였다.35 또한 실제 대장암의 위험성이 증가하는
원발성 협착성 담관염을 동반하는 궤양성 대장염 환자에서
대장종양을 억제하는 물질로 잘 알려져 있다.36 DCA 처리
후 IL-8의 발현 증가에 미치는 TUDC의 영향을 알아보고자
TUDC를 전처리 한 후 DCA 매개 IL-8 발현의 변화를 본
결과, 0.5 µM 이상의 TUDC는 IL-8의 발현을 통계적으로
의미 있게 억제하여 TUDC의 대장종양 억제 기전에 IL-8의
발현 억제가 관여함을 추측할 수 있었다.
본 연구를 요약하면 HT-29 세포주에서 DCA는 농도 의
존적으로 IκBα를 파괴하고 동시에 NF-κB의 활성도를 증
가시켰으며 이러한 현상은 항산화제에 의하여 차단되지 않
았다. HT-29 대장암 세포주에서 DCA는 농도 의존적으로
IL-8의 발현을 증가시켰으나 NF-κB의 subunit인 p50 또는
p65-AS의 트랜스펙션 후 발현이 억제되지 않아 NF-κB의
상위 조절 경로를 거치지 않음을 알 수 있었다. 또한 DCA
매개 IL-8의 발현 증가는 TUDC에 의하여 억제되었다. 따
라서 이는 기존에 대장암 세포주에서 기능이 밝혀진 NF-
κB 항세포고사(anti-apoptosis) 작용과 IL-8의 혈관형성 촉
진 작용을 통한 종양 촉진(tumor promotor) 인자로서의 기
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능을 할 가능성을 시사하며 향후 동물모델 등을 이용한 추
가 연구가 필요할 것으로 생각한다.
요 약
목적: DCA는 대장암 발생의 종양 촉진 인자로 잘 알려
져 있으나 종양 촉진 기전은 잘 알려져 있지 않다. 본 연구
는 HT-29 대장암 세포주를 이용하여 데옥시콜릭산 투여 후
NF-κB의 활성화 여부와 IL-8 발현의 변화를 알아보고 IL-8
의 발현이 전사 조절 인자인 NF-κB에 의하여 조절되는지
를 알아보고자 하였다. 또한 대장암의 화학 예방 약물로 잘
알려진 TUDC가 DCA 매개 IL-8 발현을 차단하는지 알아
보고자 하였다. 재료 및 방법: HT-29 대장암 세포주에
DCA를 시간 및 농도별로 처리한 후 EMSA 방법을 이용하
여 NF-κB의 결합 활성도 변화를 측정하였다. 동시에
Western blotting을 이용하여 IκBα의 발현 변화를 평가하
였다. DCA 매개 NF-κB의 활성화에 반응성 산소기가 상위
경로에 관여하는지를 평가하고자 rebamipide와 PDTC를 전
처리한 후 NF-κB의 결합 활성도 변화를 측정하였다. 또한
DCA를 시간 및 농도별로 처리한 후 세포주 상층액에서
ELISA법으로 IL-8의 농도를 측정하였다. 또한 DCA 매개
IL-8의 활성화에 미치는 NF-B의 역할을 알아보기 위하여
각각 p65 및 p50 subunit에 대한 AS-ODN으로 처리한 세포
주에서 DCA 자극 24시간 후 IL-8의 농도를 측정하였으며
대장종양의 억제 물질로 알려진 TUDC를 전처리한 후
DCA 매개 IL-8의 발현 변화를 측정하였다. 결과: DCA 자
극 후 30분부터 8시간까지 NF-κB (p50/50과 p65/50)의 결
합 활성도가 증가하였으며 동시에 IκBα의 발현은 억제되
었다. IL-8의 발현은 DCA (50-200 µM) 자극 후 시간 및 농
도(50-200 µM) 의존적으로 증가하였으며 TUDC의 전처리
는 DCA 매개 IL-8의 발현을 의미 있게 억제하였다. 그러나
p50 또는 p65 AS-ODN을 이용한 일시적인 트랜스펙션은
DCA 매개 IL-8의 발현에 영향을 주지 않았다. 결론: DCA
는 NF-κB의 활성화를 통한 항고사 작용과 IL-8의 발현을
통한 혈관형성을 통하여 대장종양을 촉진할 가능성이 있으
며 DCA 매개 IL-8의 발현은 대장종양 억제 물질로 알려진
TUDC에 의하여 억제되었다.
색인단어: 데옥시콜릭산, HT-29 대장암 세포주, NF-κB,
Interleukin-8
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